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@ Expression d'un antig^ne sp6cifjque de tumeur par un virus vecteur recombinant et utilisation de celul^i pour le 
traitement preventif ou curatlf de la tumeur correspor^dante. 

@ La present invention concerne un virus recombinant 
caracterise en ce qu'il comporte tout ou partie de la sequence 
d'un antigene speciftque d'une tumeur et qu'il est utilise a titre 
preventif ou curatlf. pour provoquer te rejei de la tumeur 
correspondante. chez Thomme ou chez I'animal. 
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Description 

•EXPRESSION D'UN ANTIGENE SPECIFIQUE DETUMEUR PAR UN VIRUS VECTEUR RECOMBINAr^ ET 
SSSaTON DE CELUl-CI POUR LE TRAITEMENT PREVENTIF OU CURATIF DE LA TUMEUR 

CORRESPONDANTE" 

5 Les cellules tumorales. qu'elles soient spontanfees ou induites par des P«"^f 1 f^"'^' 
nouveaux antlgenes a leur surface (1). Des antigenes specifiques de tumeurs (antigenes T) ont deja 6te 
utilises pour le diagnostic (2) et la visualisation (3) de carcinomes humains. e„»^ifir,.,o 
Plus recemment on a envisage leur utilisation comme cibles pour une therapie f '-<"'"°^^„^^^^,P^f ^^f. 
L-administration d anticorps anti-T. sort libres soit fixes i des toxines ou d des isotopes radioactrfs a de,a 
10 donne des rfesultats encourageants dans le traitement de certains cas chn.ques (4). 

Par ailleurs on peut aussi tenter de stimuler les reponses immunitaires propres de I hote centre les 
antigenes T, cecl suivant differentes approches comme Tinoculalion de cellules exprimant I antigene T tuees 
(5-7). nnduction d'anticorps anti-idiotypiques diriges centre la region variable des ''""^""°9^^"''"" ""i'"! 
8-9 ou l-injection de rantigSne T lui-meme (10). Ces experiences sent limitees par la quantrte d antigene 
IS disponible et par le fait que la stimulation d'une reponse immunitaire de type cellulaire particui.erement 
irliportante dans rimmunltfe antitumorale. n6cessite la presentation simultanfee de fantigene et des 
determinants d'histocompatibllltfe de I'hdte (11). „„ 
La presente Invention concerne fexpression d'un antigdne T ou d'une part.e .rnportante de celu^ci par un 
virus recombinant vivant. dans le but d'induire. in vivo, une immunity antitumorale. L antigene T titre de 

20 modele experimental et qui sera developpe dans les exemples est celui qui apparait & la surface des cellules 
de rats transformees par ie virus du polyome (PY) (12-14). 

Le virus du polyome induit plusieurs types de tumeurs chez les rongeurs. L'tnduction des tumeurs Implique 
I'integration de I'ADN viral dans le genome de I'hdte et I'expression de gdnes pr6coces du v«rus (15-17^ 
L'inoculation de rongeurs avec des cellules tranformees par PY. tu6es, permet d indurre une immuntt6 centre 
25 une inoculation d'epreuve avec des cellules tumorales induites par PY (12-13). Touteto.s la demonstration de 
la presence d'antigenes de transplantation specifiques de la tumeur et de leur relation avec les antigenes T 
dont la synthese est dirigee par la region precoce du gfenome du virus PY n'a pas encore 6t6 c^remen 
etablie. Cette 6tude est compliquee par le fait que la region precoce du g6nome du PY code s<murtan6^^^^ 
pour3proteinesdistinctes (17) appelees Marge-T :Lr. -middle-T = ^ff ST" e^^^^^^^ 

30 potds moleculaires respectifs ; ces 3 antigenes ont la m§me s6quence N-terminale et sont reconnus par les 

memes anticorps polyclonaux. .... * • ^A„«rAr«ont r%rt..r 

Comme cela sera decrit dans les exemples, les 3 antigenes T ont 6te clones et expnm6s s6par6ment. pour 

preciser leurs r61es et leurs potentiels respecttfs. . ^. *■ ^ ^ A+ro««or« q haia 

L'utilisation du virus de la vaccine comme vecteur de clonage et d'expression d antigenes etrangers a deja 
35 ete decrite (18-19). Des virus recombinants exprimant des antigenes de virus het6rologues ou de parasites on 
ete utilises pour immuniser des animaux contre le pathogene correspondant (voir revue dans !a reference a)). 
Les antigenes exprimes par le virus de !a vaccine recombinant sont correctement pr6sentes^ la surface des 
cellules infectees et permettent induction d'une reponse immunitaire de type cellulaire (21-24). ce qui est 
particulierement favorable puisqu'il est connu que reiimination des cellules tumorales impltque I immunlte 

40 cellulaire (25.26). ^, , ^j-arm 

La presente invention concerne l'utilisation d'un virus comme vecteur d'expression d une sequence d ADN 
codant pour la region essentielle d'une proteine specifique d'une tumeur, appeiee antigene T. 
Par proteine specifique d'une tumeur on entend un antigfene specifique d'une tumeur spontan6e et absent des 
tissus adultes normaux ou un anttg6ne code par un virus oncogene, agent causatif des ladite tumeur 
45 Par region essentielle de ladite proteine on entend designer la partie de la sequence prot6ique capable 
d'induire une immunite antitumorale ou d'induire un mecanisme capable de faire r6gresser ladite tumeur 
II faut noter que. bien que la vaccine soit preferee comme virus vecteur. d'autres vinjs poun^ient 6galement 
etre utilises, en particutier les virus du groupe de I'Herpes et les Adenovirus. 
Le virus comportera I'ensemble des elements necessaires a I'expression de la proteine T dans les cellules 
50 superieures, en particulier il comportera un promoteur du virus vecteur. Dans le cas de la vaccine, on utilisera 
par exemple celui de la proteine de 7.5 Kd. L'ensemble promoteur-sequence codante T sera insere dans un 
gene non essentiel du virus : par exemple. dans le cas de la vaccine, le gene de la thymidine kinase (TK), ce qui 
permettra une selection aisee des virus recombinants TK-. 
La presente invention concerne egalement des cellules sup6rieures infectees par les virus decnts plus haut 
55 ainsi qu'un precede de preparation, a partir de ces cellules, d'un antigene T caracterise en ce qu'il comporte la 
region essentielle d'une proteine specifique de tumeur. 

Les conditions de culture des cellules et des virus sont connues de I'homme de metier et varient suivant les 
cellules et les virus utilises, de meme que !es techniques de separation de la proteine. celle-ci pouvant etre 
utilisee a des degres de purification plus ou moins pousses. 
60 La presente invention concerne enfin des compositions pharmaceutiques preventives ou curatives des 
tumeurs presentant I'antigene T. contenant a titre d'agent actif soit le virus selon I'invention. sort la proteine 
specifique definie precedemment. „ - • t * 

Dans un premier mode de mise en oeuvre de ta presente invention, le virus vivant. expnmant I antigene T, est 
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inocul6 a rhomme ou ^ ranimal. 

Dans un second mode de mise en oeuvre de la pr6sente invention, une pr6paration phannaceutique 
comprenant des extraits de cellules infect6es par ie virus recombinant ou I'antigene T completement purifi6 & 
partir de ces extraits ou encore Ie virus recombinant lui-meme, tu6. prfesentant 6 sa surface les molecules 
d'antigene T. est inject6e t !'homme ou d ranimal. 5 

Les compositions pharmaceutiques selon la presents invention seront utilisees de preference sous forme 
injectable, a I'homme ou a ranimal, 

Ces compositions pharmaceutiques peuvenl etre pr6parees selon des proc6d6s connus dans Ie domaine des 
vaccins et du conditionnement des prot6ines. 

Les doses applicables pourront varier dans une large gamme et seront fonction, notamment, de la tumeur ^ 10 
prevenir ou a traiter. de I'etat du patient et d 'autre parametres qui seront 6valu6s par Ie praticien. 

La pr6sente invention concerne 6galement les anticorps dress6s centre Tantigfene T ou la rfegion importante 
de cetui-ci et I'utilisatton. a titre d'agent diagnostic de ces anti corps ou de I'antigene T Iui-m6me, ces 
molecules pouvant etre marquees ou non, selon des proc6d6s connus de I'homme de m6tier. 

Les exemples suivants illustrent te concept sur tequel repose I'invention, dans un module animal constitu6 15 
de cellules tumorales de rat et d'un antig6ne T cod6 par ie virus du polyome. PY, responsable de la 
tumorig6nisation mais il est Evident que des resultats semblables pourraient §tre obtenus avec tout autre 
antigene spectfique de tumeur et absent des tissus adultes normaux, et que Tutilisation de ces diff6rents 
antigenes T fait egalement partie de Tinvention. 

Parmi les autres antigenes T qui peuvent servir de cible au proc6d6 selon la pr6sente Invention, on peut citer 20 
les antigenes specifiques du carcinome colorectal, du melanome, du cancer du rein, du neuroblastome, du 
carcinome de la vessie. du carcinome mammaire, des lymphomes et des adfenomes des glandes endocrines. 

Les antigenes tumoraux servant de cible S la pr6sente invention peuvent etre des composants de Thfite 
dont I'expression est alteree dans le tissu tumoral ou. plus gfenferalement, des antigenes cod^s par des virus 
responsables de la transformation des cellules en cellules canc6reuses, en particulier des retrovirus ou des 26 
Papovavirus comme les papillomas et les polyomes. 

Exemple 1 Construction de 3 virus recombinants de la vaccine exprimant chacun I'un des antigenes T du virus 
PY. 

La figure 1 (modtfiee d*apres la reference 17) montre la structure de la region precoce de TADN du PY et met 30 
en Evidence les 3 genes LT, MT et ST qui se chevauchent et, en particulier, la partie correspondant A la region 
N-terminale qui leur est commune. Le site d'initiation de transcription, dans ie PY, est indiqu6 par TATA et les 
signaux d'initiation et de terminaison de traduction sont notes respectivement ATG et TGA. La position des 
introns est indiqu^e ainst que celle des sites de polyadenylatlon. 

Les sequences codantes des 3 antigenes T du virus PY ont d^j^ ete clon6es aprSs avoir et6 debarrass6es 35 
de leurs introns par excision in vitro {27-28). pour donner les plasmides pPY-LTI, pPY-MT1 , pPY-STI (28). Ces 
sequences codantes ont ete r6cup6r6es par digestion Bgll a une extr^mlte et Hindi! pour LT. EcoRt pour MT et 
Pvull pour ST. a I'autre extr6mit6. L*extrfemit6 Bgll a 6t6 rendue compatible avec un site BamHI par un 
adaptateur synth6tique simple brin (42) ; 

5'-d.GATCTGG-3' 40 
Les 3 segments d'ADN ainsi traites ont ete introduits dans le vecteur pTG186-EcoRI et BamHI-Smal (figure 2). 
Le vecteur pTG186 poly r^sulte de I'insertion du polylinker de M13TG131 (41) qui apporte plusieurs sites de 
restriction dans le vecteur pTG1H-TK-7,5 K (29), en aval du promoteur du gene 7.5 K du virus de la vaccine, 
lui-meme insere dans le gene TK de la vaccine. Les 3 sequences codantes des antigenes T et leurs signaux 
d'initiation et de terminaison de traduction respectifs ont done et6 inseres dans un gene non essentiel du virus 45 
de la vaccine, apres avoir et6 plac6s en aval d'un promoteur du virus de la vaccine. A la suite d'une double 
recombinaison, dans les cellules infectfees par le virus sauvage et transfect6es par le plasmide recombinant, 
comme cela a deja ete decrit precedemment (29). la sequence codante de i'antig6ne T se retrouve Int6gr6e 
dans le genome du virus de la vaccine. Les virus recombinants, portant le g6ne stranger, sont s6Iectionn6s 
pour leur caractere TK-, par multiplication sur cellules 1438, TK-, en presence de 5-bromo-d6oxyuridine. 50 

Les virus recombinants ayant integre les sequences codantes des antigenes T ont 6t6 identifies par 
"Southern blot" et 3 virus representatifs ont ete retenus : W.PY.LT-H. W.PY.MT-I. W.PY.ST-J. 

Exemple 2 Etude in vitro des proprietes des antigenes T synthetises par les virus recombinantes W-PY. 

Les 3 antigenes T exprim6s par les virus de la vaccine recombinants sont reconnus par des anticorps 55 
dresses centre I'antigene T du PY natif. 

La localisation intracellulaire des antigenes a ete etudiee a I'aide d'anticorps fluorescents : des cellules de 
hamster (BHK21) semi-confluentes ont ete infectees separement avec les 3 types de virus recombinants 
W.PY.T (0.1 ufp/cellule ; incubation pendant une nuit) ; les antigenes T ont ete r6vet6s. dans les cellules fixees 
a I'acetone (6 80 o/o). par application sequentielle d'antiserum de rat hyperimmun. anti-T (RAF no4, CNRS-Nice 60 
(43); 1/50 en PBS + 1 % serumalbumine bovine), puis d'anticorps anti-rat, fluorescents (immunoglobulines 
de chevre. fournies par Miles. 1/100 en PBS + 1 o/o serumalbumine bovine). Les 2 anticorps sont adsorbes 
chacun pendant 20 minutes a 37°C puis les cellules sont lavees pour eliminer les anticorps non fix6s. La 
figure 3 montre I'immunofluorescence des cellules intectees avec W.PY.LT (A), W.PY.MT (B), W.PY.ST (C) 
et non infectees (D). 65 


3 


0 259 212 


On voit. dans !a figure 3 a. que la proteine LT se trouve localisee, comme on I'attend (30 16). exclusivemen 
dans le noyau ; la proteine ST est localisee principalement dans le cytoplasme (figure 3 c) ; ia proteine ^TT est 
localisee principalement dans le cytoplasme (figure 3 b) et non a la surface comme cela ^.^^«^[fPP°^^^ 
31 ) Sa detection faible mais reproductible dans la region perinucleaire sugg6re une association avec I appareil 
5 de Golgi et d'autres membranes intraceilulaires. comme cela a ete indique par d'autres etudes recentes 
(32-33). 

Exempie3 Etude de la r6ponse immunitaire induite chez les animaux inocules par voie sous-cutanee avec les 

virus recombinants. . . ^ - ' « 

10 Afin d'evaiuer le potentiel vaccinant des 3 recombinants W-PY. leur capacite d induire une reponse 

immunitaire antitumorale a ete evaluee in vivo, , , . * - . i« ov 

On salt que des rats inocules par voie sous cutanee avec des cellules syngeniques transformees par le 
developpent rapidement des tumeurs. localisees au site de la transplantation. Ce modele experimental dort 
done permettre la mise en evidence de Tinduction d'une reponse immunitaire capable de bloquer le 

15 developpement de la tumeur. , ^ 

Des groupes de rats femelles (Fischer) ages de 4 semaines ont Me inoculfes par voie sous-cutan6e avec les 
differents virus recombinants (a une dose de 10^ ufp dans 100 ^U), reinocules avec »a meme dose apr^s 12 
iours puis soumis a une inoculation d'epreuve. le 16eme jour, avec des cellules de rat 3T3 transtormfees par le 
PY complet (PYT-21), a une dose de 2.10^ cellules dans 100 Un groupe de rats a et6 Inocule avec les 3 virus 

20 recombinants simultanement. pour mettre en evidence un eventuel effet cumulatrf des 3 antigenes T. comme 
cela a dej^ 6te suggere (28). 

Les resultats sont pr6sent6s dans le tableau I : , u ♦ 

- Tous les animaux controles, non vaccines, developpent des tumeurs detectables dans les 14 jours sulvant 
I'inoculation des cellules tranformfees ; de plus, on n'observe aucune regression spontanee pendant la duree 

25 de r experience (42 jours). 

- Les animaux vaccines avec W.PY.LT et W.PY.MT developpent de petites tumeurs (d un diam^tre 5 mm) 
qui regressent rapidement pour etre totalement eliminees chez 50 a 60 o/o des animaux. 

- Les animaux vaccinas avec W.PY.ST developpent des tumeurs qui ne regressent pas au cours du temps. 
L'effet observe avec W.PY.LT et MT est done bien specrfique et ne peut pas etre attribu6 a une stimulation 

30 non specifique du systeme immunitaire par le virus de la vaccine, qui est un tres bon Immunogfene et auralt pu 
avoir un mode d'action semblable 4 celui du BOG (34). 

- L'inocuiation simultanee des 3 recombinants n'apporte pas d'am6lioration significative. 

35 
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Tableau I Rejet des tumeurs par les rats inocul6s par voie 
sous-cutanee avec les recombinants W.PY.T 

5 


Virus 
vaccinal 


Nombre d*animaux re- 
Nombre total inocul€ 

letant la 

tumeur/ 


Temps apres 
ie challenge 

: 18 jours 21 

jours 

27 jours 

35 jours 



0/4 

0/4 

0/4 

0/4 

VV.PY.ST 


0/7 

0/7 

0/7 

0/7 

VV.PY.MT 


0/10 

1/10 

3/10 

6/10 

VV.PY.LT 


0/10 

0/10 

2/10 

5/10 

VV.PY.LT 

+VV.PY.MT 

+VV.PY.ST 


2/4 

2/4 

1/4 

1/4* 


Note : * 1 animal n'a pas developpe de tumeur detectable jus- 

qu'au 35eme jour apres le challenge, 30 

Les animaux ont ete sacrifies apres 42 jours et leurs s6rums ont 6te analys6s (Tableau II). Tous les antmaux 
vaccines presentent des litres d'anticorps eleves centre le virus de la vaccine et centre les cellules 
transformees par PY, qu'ils aient 6t6 ou non capables de rejeter les tumeurs. ^ 

II semble done que le rejet des tumeurs ne puisse pas etre attribu6 aux anticorps circutants mais n^cessite 
la participation d'un autre mecanisme immunitaire. 
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10 


Tableau II 


Virus 
vaccinal 


Titres d'anticorps des animaux vaccines et chal- 
lenges, sacrifies apres 42 jours. 


Diametre de 
la tumeur 
(en mm) 


Titre en anticorps* contra 
la vaccine les cellules trans- 

formees par PY 
( moy enne ) ( moy enne ) 


15 


20 


25 


35 


40 


W . PY . ST 


W.PY.MT 


30 VV.PY.LT 


W.PY.LT 
+W.PY.MT 
+VV . PY . ST 


15 

1.8 


13.7 

20 

6.9 

(7.9) 

10.2 

1 D 

15-9 


7.3 

c 
D 

6 . 7 


18.0 

15 

253 


56.5 

10 

220 

(224) 

26.1 

15 

218 


31.6 

20 

203 


33.8 


227 


35.9 


258 

(243) 

32.6 


266 


28.4 

10 

222 


25.9 


226 


11.8 

14 

226 

(243) 

21.2 


227 


30.9 


295 


87.8 


180 


16.0 

15 

300 

(247) 

23.4 

3 

252 


33.9 

8 

255 


17.9 


(12.3) 


(37.0) 


(30.7) 


(37.9) 


(22.8) 


45 


50 


55 


* Les anticorps sont titres en microplaques avec le virus de la vaccine purifie (lO^ ufp dans 100 ^!) ou une 
suspension de cellules PYT-21 (10^ cellules dans 100 ^1) ; I'anticorps fixe est detects par addition sequentielle 
d'IgG de mouton, anti-rat. marquees a la biotine (Amersham) puis de streptavidine-peroxydase (Amersham) 
puis de reactif ELAVIAR9 (Pasteur-Diagnostic). L'absorption a 492 nm est mesuree avec un lecteur de plaques 
Titertek-Uniskan. Le titre en anticorps est donnfe par te produit de la multiplication de la densite optique 
mesuree par la dilution de I'antiserum employee. Chaque resultat est la moyenne de 3 dilutions (1/50. 1/250 et 
1/1.250). 

Exemple 4 Rejet des tumeurs chez les animaux vaccines par voie intradermique avec les virus recombinants. 
Une autre voie d'inocutation du virus vaccinal a ete essayee. 

Des groupes de rats femelles (Fischer) ages de 4 semaines ont ete vaccines par vole Intradermique. par 
scarification de la base de la queue au scalpel, avec du virus purifie (10 \i\ d'un stock a 2.10^ ufp/nil). 
Une deuxieme dose est inoculee apres 15 jours. Les animaux sont soumis a IMnoculation d*6preuve, par 
injection sous-cutanee de 2.10^ cellules PYT-21 dans 100 ^il, 4 jours plus tard. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 111. 
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Tableau III Re jet des tumeurs par las rats inocul^s par voie 
intradermique avec les recombinants W.PY.T. 

5 


Virus 
vaccinal 


Nombre d*animaux rejetant la tumeur/ 
Nombre total inocule 


Temps apres 
le challenge 

: 22 jours 

29 jours 

39 jours 



0/4 

0/4 

0/4 

VV.PY.ST 


0/4 

0/4 

0/4 

W.PY.MT 


2/8 

7/8 

8/8 

VV.PY.LT 


0/8 

0/8 

5/8 


25 

Exemple 5 Traitement des animaux porteurs de tumeur avec les virus recombinants W.PY.T. 

L'administration des virus recombinants a 6te tent6e comme traitement curatif des tumeurs. 

10 rats inocules avec des cellules transform6es par PY et ayant d6ve!oppe une tumeur ont 6t6 inocul6s avec 
le recombinant W.PY.LT apres 12 et 16 jours ; ia tumeur mesurait 2 i 3 mm au moment de la premiere 
inoculation, ^ 

Chez tous les animaux la tumeur a continue a croTtre jusqu'a atteindre un diamStre de 15 mm. Chez 2 
animaux ta tumeur a ensuite regresse de maniere significative (observation au jour 35) puis a 6t6 totalement 
elimin6e. 

Un resultat semblable n'a ete observe ni avec W.PY.MT ni avec W.PY.ST ce qui indique des dlff6rences 
d'immunog6nicit6 entre les 3 esp6ces d'antig6ne T. ^ 


Dep6t de souche representative de rinvention. 

Le plasmide vecteur dans lequel touts sequence codante d'un antigene T peut fitre int6gr6e pour dtre 
ensuite recombtnee dans le virus de la vaccine a et6 dfepose ^ la Collection Nationale de Cultures des 
Microorgantsmes sous le no| 458, le 20 juin 1985. 

Ce plasmide de E. coli d6riv6 du pML2 comprend une origine de replication dans E. coli, le g6ne de la 
p-lactamase. le gene TK de la vaccine, tnterrompu par le promoteur 7,5 K de la vaccine et une s6quence 
codante fetrangere (sequence de riL2 humaine). qui peut etre 6chang6e avec la sequence codante d*un 
antigene T. 
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Revendlcations 

40 1 . Virus vecteur choisi parmi les Poxvirus, les Adenovirus et les virus du groupe Herpes, caractferisfe en 

ce qu'il comporte une sequence d'ADN heterologue qui code au moins pour la region essentielie d'une 
prcteine specifique d'une tumeur. appelee antigene T. ainsi que les elements necessaires k Texpresslon 
de ladite proteine dans les cellules superieures. 
2. Virus selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'il s'agit d*un virus de la vaccine. 

45 3. Virus selon les revendications 1 et 2. caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour un 

antig6ne T est une sequence d'ADN codant pour une proteine specifique d'une tumeur spontanee et 
absente des tissus adultes normaux ou pour une proteine codee par un virus oncogene. 

4. Virus selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour 
I'antigene T est sous la dependance d'un promoteur d'un g6ne du virus utilis6. 

50 5. Virus selon la revendication 4, caracterise en ce que le promoteur est le promoteur du g6ne de la 

proteine 7,5 K du virus de ta vaccine. 

6. Virus selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour 
I'antigene T est clonee a I'interieur d'un g6ne non essentlel. du virus utilis6. 

7. Virus selon la revendication 6, caracterise en ce que le gene non essentiel est le geneTK. 

55 8. Virus selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisfe en ce que la sequence codant pour la protfeine 

specifique d'une tumeur comporte ses propres signaux d'initiation et de terminaison de traduction. 

9. Virus selon la revendication 8 caracterise en ce que la sequence codant pour la proteine specifique 
de tumeur est d^pourvue d'introns. 

10. Virus selon I'une des revendications 8 et 9 caracterise en ce que la sequence codant pour la prot61ne 
60 specifique de tumeur correspond 6 une sequence d'un virus oncogene ^ ADN ou d'une copie ADN d'un 

virus oncogene ^ARN. 

11. Virus selon la revendication 10 caracterise en ce que la sequence du virus oncogene provient d'un 
virus choisi parmi tes Papovavirus et les Retrovirus. 

12. Cellule de mammifere infectee par un virus selon I'une des revendications 1 a 11. 

65 13. Procede de preparation d'une proteine sp6cifique de tumeur caract6ris6 en ce que Ton cultive des 
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cellules selon la revendication 12 et que Ton recupere ladite protfeine a partir des extraits cellulaires. 

14. Protfeine specifique de tumeur obtenue par la mise en oeuvre du proc6d6 seton la revendication 13, 

15. Composition pharmaceutique caract6risee en ce qu'elle contient a litre de principe actrf. curatif ou 
preventif. au moins une proteine specifique de tumeur selon la revendication 14. 

16. Composition pharmaceutique caractferisee en ce qu'elle comporte a titre de principe actif, curatif ou 5 
preventif, un virus seion Tune des revendications 1 ^ 1 1 et un support pharmaceutiquement acceptable. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caract6risee en ce que !e virus est vivant ou 
tue. 

18. Composition pharmaceutique selon Tune des revendication 15 a 18 caract6ris6e en ce qu'elle 
comporte un support pharmaceutiquement acceptable permettant son administration par injection, a 10 
i'homme oual'animal. 

19. Anticorps dresses contra une protfeine specifique de tumeur selon la revendication 14 ou contra un 
virus selon I'une des revendications 1^11, exprimant ladite proteine. 

20. A titre d'agent diagnostic, un antigene proteique selon la revendication 14 ou un anticorps selon la 
revendication 19, marqufes ou non. 15 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


50 


55 


60 


65 


9 


0259212 



0259212 


Hind li: Clo 
1 Hin-J J 

r Bgl 
P-7.5K 

Jl E( 

coR 1 Hind III 
1^ Hr-J(TK) .J 






POLYLINKER M13TG130 


^ nn o o . E -o 
CD Q. lD CD X X 


Bgl I 

4» -M -W -tt H-H 

CGCCTTGGAGGCG- 
GCGGAACCTCCGC- 


HO 


HO 


^AGGGG- 
.ACCT CCGC- 

I Ado^eur 

GATCTGGagggg- 
acctccgc- 


/ 


> 



EcoRI 1 

8 

to UJ 

to 

e 
E 

to 

pPY- 

LT 


Hind ll/Smo 1 

pPY- 

MT 


EcoRI / EcoRI 

pPY- 

5T 


Pvu II / Smo 1 


Hind III Do r Bgl fl EcoRI Hind III 


Hin-J j 

P-7.5K 

POLYOMA 

1^ Hin-J (TK) j 




ATG 1 





T-ANTIGEt€ 



BomH r 
Bgl r 

FI6-2 


0259212 Best Available Copy 



FIG. 3 


Office curopeen R^ppQRT DE RECHERCHE EUROPEENNE 

des brevets 


Numero de la demasde 


EP 87 40 1866 


DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Caiegorie 


Citation du document avec indication, en cas de bcsoin, 
des parties pcrtincntes 


RevendicatioD 
concemee 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE USA, vol. 82, no. 5, 
mars 1985, pages 1359-1363, Washington, 
US; S.L. MANSOUR et al.: "An adenovirus 
vector system used to express polyoma 
virus tumor antigens" 
En entier * 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES USA, vol. 79, fevrier 1982, 
pages 1059-1063; S.M. DILWORTH et al.: 
"Monoclonal antibodies against polyoma 
virus tumor antigens" 
En entier * 

EP-A-0 110 385 (THE UNITED STATES OF 
AMERICA) 

En entier, sp^cialement la 
revendication 13 * 

MOLECUUR AND CELLULAR BIOLOGY, vol. 6, 
no. 5, mai 1986, pages 1545-1551. 
American Society for Microbiology, New 
York. US; S, KORNBLUTH et al.: 
"Transformation of chicken embryo 
fibroblasts and tumor induction by the 
middle T antigen of polyomarvlrus 
carried in an avian retroviral vector" 

* Figure 1 * 

EP-A-0 176 

* Abrege * 


170 (INSTITUT MERIEUX) 


Le present rapport a etc etabli pour toutes les revendications 


Lkt) de la redienbe 


LA HAVE 


19-11-1987 


1.3,4.6 
8-12 


14,19. 
20 


1-13,15 
.18 


1-12,15 
-19 


1.3.4,6 
,8-12 


CLASSEMENT DE LA 
DEMANDS OnL 0.4) 


c 

12 

N 

15/00 

c 

12 

N 

7/00 

c 

12 N 

5/00 

A 

61 

K 

37/02 

A 

61 

K 

35/76 

A 

61 

K 

39/12 

C 

07 

K 

15/00 

G 

01 

N 

33/574 


DOMAINES Ti:CH>aQUES 
RECHERQIES Gnt a4) 


C 12 N 

C 12 P 


CUPIDO M. 


CATECORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : pan icu I i Bremen! penioeni i lul sea) 

Y : particuUercment pertinent en conbinaison avec on 

autre document de ta mteie categoric 
A : arri6rc-plaD tecfanologique 
O : divulgation non-toite 
P : document intercalaire 


T : theorie ou prindpe A la base de riDveotioo 
E : document de brevet antMeur, mals public A la 

date de d^t oo apris cene date 
D : die dans U demande 
L : dte pour d'antres laisons 

& : membre de la mtoie famille, docorooit correspondant 


J 


Q^)l omceeurcpeen R^pQRT DE RECHERCHE EUROPEENNE 


des brevets 


Page 2 

Numero de U demande 

EP 87 40 1865 


Categoric 


DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Citation du document avec indication, en cas de besom, 
des parties pertinentes 


Revendication 
concernee 


GLASSEMENT DELA 
DEMANDE (\at. CI.4) 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES USA, vol. 83, juin 1986. pages 
4307-4311; VAN CHERINGTON et al.: 
"Recombinant retroviruses that 
transduce individual polyoma tumor 
antigens: effects on growth and 
differentiation" 
* En entier * 


1-20 


DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Lat, CL4) 


Le present rapport a ete ctabti pour toutes les revcndications 


Uto dc la recbeixke 

Due d'atWrntKat de la recbercbe 


LA HAVE 

19-11-1987 

CUPIDO M. 


CATECORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : parti cutierement pertineot a lui sesi 

Y : particulicrenieot pertinent en combinaisoo avec tin 

autre document de la mtoie caicgorie 
A : arricrc-plan technologjqae 
O : di\Tiigaiton non-ecrite 
P : document intercalaire 


T : thdorie oo prindpe a ta base de rinvration 
E : document de brevet anteriear, mais pablie a la 

date de depAt oo apres cetie date 
D : dte dans la demande 
L : cite poor d'aotres raisoos 

& : membre de h maroe fiamille, document correspondant 


